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1 INTRODUCCION

El género Croton perteneciente a la familia de las Euphorbiaceae, estd comprendido
de una gran variedad de especies distribuidas en regiones tropicales y
subtropicales, que a lo largo del tiempo se han utilizado en la medicina tradicional;
algunas especies han demostrado tener actividades antiinflamatorias,
antinociceptivas, antioxidantes, entre otras (Zhao, et al., 2012). Croton hypoleucus
es un arbusto endémico del estado de Hidalgo en México, se conoce popularmente
como Palo blanco y ha sido utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento
de Ulceras gastricas y dolor de estbmago. Dentro de los metabolitos identificados de
C. hypoleucus se encuentran clerodanos y crotonpenos, a los cuales se les

atribuyen actividades bioldgicas (Velazquez-Jiménez, et al., 2018).

El dolor se define como una experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada con un dafo tisular real o potencial; se clasifica de acuerdo con su
etiologia, intensidad, temporalidad, entre otros. Para el tratamiento del dolor existe
una variedad de farmacos analgésicos, los cuales generalmente poseen efectos
adversos indeseables. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) cuyo mecanismo
de accién se basa principalmente en la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas,
reducen el dolor y la inflamacién, sin embargo, si son administrados de forma
prolongada pueden producir efectos adversos, tales como: estrefiimiento, dispepsia,
hemorragias, perforaciones de la mucosa estomacal, entre otros. Los farmacos de
tipo opioide generalmente poseen eficacia alta contra el dolor moderado a severo,
sin embargo, son causantes de efectos indeseables dosis-dependientes (Abd-
Elsayed & Deer T.R., 2019; Lépez-Mufioz, et al., 2006).

La medicina tradicional, se ha utilizado a lo largo del tiempo y sigue siendo
importante en la atencion primaria de una gran parte de paises en desarrollo (70-
95%), incluia la medicina tradicional a base de hierbas (WHO, 2011); por lo tanto, la
busqueda de plantas medicinales que contengan metabolitos activos y que
produzcan el menor nimero de efectos adversos ha tenido una gran importancia. En
el presente trabajo se estudio el efecto antinociceptivo del extracto etandlico de

Croton hypoleucus, administrado via oral en modelos animales.



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dolor representa el problema méas comun reportado tanto en el entorno clinico
como en la poblacion en general y su tratamiento ha sido una necesidad en la
medicina mundial. El dolor nociceptivo generalmente se acompafa de inflamacion,
formando parte de los sistemas de proteccién, defensa o alarma que tiene el
organismo. Se han publicado en guias internacionales, recomendaciones sobre el
uso de tratamientos adecuados para el manejo del dolor, proporcionando
informacion clinica basada en evidencia cientifica (Varrassi, et al., 2019).
Actualmente, los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son la clase de farmacos
més utilizada a nivel mundial para el tratamiento del dolor y generalmente son
administradas de manera prolongada, por lo tanto, desatan una serie de efectos
indeseables sobre la mucosa gastrica, los rifiones y los bronquios (Cordeiro, et al.,
2016; Oliveira, et al., 2017). Existen otros tipos de farmacos para el tratamiento del
dolor como los analgésicos débiles y los opioides, estos Ultimos generalmente

generan efectos adversos dosis-dependiente.

3 JUSTIFICACION

El tratamiento para el dolor es complejo y requiere de consideraciones clinicas
importantes, sin embargo, debido a la frecuencia y severidad del dolor, los
tratamientos actuales no son suficientemente satisfactorios (Varrassi, et al., 2019).
La medicina tradicional se ha utilizado a lo largo de la historia, por lo tanto, la
busqueda de plantas medicinales que contengan metabolitos activos y que
produzcan el menor niumero de efectos adversos ha tenido una gran importancia.
Dentro de la diversidad en plantas medicinales se encuentra el género Croton el
cual ha sido utilizado a lo largo del tiempo como antiinflamatorio, antiviral,
antimicrobiano, entre otros. Croton hypoleucus (también llamado Palo blanco) es un
arbusto endémico del estado de Hidalgo en México que ha sido utilizado en la
medicina tradicional principalmente para el tratamiento de Ulceras gastricas y dolor
de estdbmago (Veladzquez-Jiménez, et al., 2018). Se ha descrito la efectividad
antinociceptiva de una gran variedad de especies de Croton; sin embargo, aiun no
se han realizado investigaciones para comprobar el efecto antinociceptivo del

extracto etandlico de Croton hypoleucus.



4 MARCO TEORICO

4.1 Croton hypoleucus

El género Croton pertenece a la familia de las Euphorbiaceae, se conocen alrededor
de 1300 especies distribuidas en regiones tropicales y subtropicales y en México se
han reportado 126 especies; estos se han utilizado a lo largo de los afios como
medicina tradicional en Africa, el sur de Asia y Sudamérica, por ejemplo, Croton
celtidifolius ha demostrado tener actividad antiinflamatoria, antinociceptiva,
antioxidante y ansiolitico (Velazquez-Jiménez et al., 2018; Zhao et al., 2012); las
plantas pertenecientes a éste género son conocidas por los componentes como
labdanos, clerodanos y furanoterpenoides principalmente, a los cuales se les
atribuye una gran variedad de actividades biolégicas, siendo objeto de futuras

investigaciones (Xu et al., 2018).

Croton hypoleucus, popularmente conocido como Palo blanco y Soliman Liso, es un
arbusto endémico del estado de Hidalgo, México y es utilizado en la medicina
tradicional para el tratamiento de Ulceras gastricas y dolor de estbmago. No se han
encontrado reportes sobre la actividad antinociceptiva de C. hypoleucus, sin
embargo, se han identificado algunos metabolitos a los que se les atribuyen
actividades bioldgicas como los clerodanos con anillo de furano: hypoleinas A-C, y
crontonpenos A-B (Figura 1) (Urrutia -Hernandez, et al., 2019; Velazquez-Jiménez,
et al., 2018).



Hipoleina A

Crotonpeno A Crotonpeno B

Figura 1: Estructura de hypoleinas A-C y crotonpenos A-B. Modificada de: Velazquez-Jiménez et al.,
2018

4.2 Nocicepcion

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en
inglés) define el dolor como: “Una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada con un dafio tisular real o potencial’. EIl término nocicepcion deriva del
latin noci (dafio o lesion) y es util para describir la respuesta neural a estimulos
nocivos o traumaticos (Abd-Elsayed & Deer T.R., 2019; Orr, et al., 2017).

4.2.1 Procesos fisioldgicos
La nocicepcion implica cuatro procesos fisioldgicos: transduccion, transmision,

modulacion y percepcion.

4.2.1.1 Transduccion

La transducciéon hace referencia al proceso mediante el cual los estimulos nocivos
se transforman en un potencial de accidbn en las terminaciones nerviosas
sensoriales. Las fibras aferentes primarias que se relacionan con la nocicepcion

reciben el nombre de nociceptores y la mayoria son terminaciones nerviosas libres
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(fibras Ad y C); estas se pueden dividir en: mecanoreceptores, nociceptores silentes

y nociceptores polimodales. Las fibras nerviosas periféricas se clasifican de acuerdo

con la velocidad de conduccion, diametro y grado de mielinizacién (Tabla 1) (Abd-
Elsayed & Deer T.R., 2019; Basbaum, et al., 2009).

Tabla 1. Clasificacion de las fibras nerviosas periféricas

Fibras Mielinizacion | Diametro (um) | Conduccion | Funcidn

Aa

Nervios motores

Si 12-20 70-120 . s
Propiocepcion

AB

Tacto ligero

Si 5-12 30-70 L,
Presion

Ay

Tono del musculo
Si 3-6 15-30 esquelético
Propiocepcion

Ad

Dolor rapido
Si 2-5 12-30 Tacto
Temperatura

Fibras autonémicas

Si <3 3-15 !
preganglionares

Dolor leve

Tacto

No 0.5-1.5 0.5-2.6 Temperatura
Fibras autonémicas
preganglionares

4.2.1.2 Transmision

El dolor se conduce a través de una via de tres neuronas que transmiten el estimulo

nocivo desde la periferia hasta la corteza cerebral (Figura 2).

Neuronas de primer orden: se encuentran en los ganglios de la raiz dorsal y
pueden ascender varios segmentos en el tracto de Lissauer antes de hacer
sinapsis con neuronas de segundo orden en el asta dorsal de la médula espinal.
Neuronas de segundo orden: son neuronas nociceptivas especificas o de rango
dindmico amplio (WDR), las primeras reciben Unicamente estimulos nocivos y
responden a estimulos de umbral alto, mientras que las neuronas WDR reciben
informacion aferente no nociva de las fibras AB, Ad y C.

Neuronas de tercer orden: estan ubicadas en el tAlamo y envian fibras a través
de la capsula interna a las areas somatosensoriales | y Il en la circunvoluciéon
postcentral de la corteza parietal y a través de la corona radiata a la pared

superior del surco lateral.
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Figura 2: Transmision del dolor por medio de la via de tres neuronas, desde el estimulo nociceptivo

hasta la corteza cerebral.

4.2.1.3 Modulacion
La modulacién del dolor ocurre de tres maneras distintas: periféricamente en los
nociceptores, centralmente en la médula espinal o en estructuras supraespinales.

Esta modulacion puede inhibir o facilitar el dolor.

4.2.1.3.1 Modulacion periférica

Los nociceptores y sus neuronas muestran sensibilizacion después de una
estimulacion repetida y da como resultado una disminucién del umbral del dolor,
disminucién de la latencia del receptor, aumento de la frecuencia de respuesta al
mismo estimulo y un disparo espontaneo incluso después de la cesacion del
estimulo.

La modulacion periférica estd mediada por la liberacibn y acumulacion de
mediadores neuroactivos (Figura 3); la histamina y serotonina (5-HT) se liberan de
los mastocitos y las plaquetas, la bradicinina se libera de los tejidos posteriormente



a la activacion del factor XllI, activando las terminaciones nerviosas libres a través de
receptores especificos (1 y B2). Las prostaglandinas se producen por la accién de
la fosfolipasa A2, para formar acido araquidénico que posteriormente se convierte
en endoperoxidos por la via de la ciclooxigenasa los cuales se transforman en
prostaciclina y prostaglandina E2 (PGE2). La PGE2 activa directamente las
terminaciones nerviosas libres, mientras que la prostaciclina potencia la formacion
de edema por bradicinina. Los mediadores neuroactivos reducen el umbral de
activacion de la neurona por fosforilacibn mediada por la proteina cinasa Ay C (PKA
y PKC) de los canales de sodio TTX-r, dando como resultado el aumento en la
capacidad de la célula para despolarizarse (Abd-Elsayed & Deer T.R., 2019,
Basbaum, et al., 2009; Costigan & Woolf, 2000).

Mastocito

Histamina

Estimulo
nociceptivo
> ~
T Bradicinina
= ... v ~ % \
4 . PGE2 B1/B2 )
%ﬁmda o \
~
~
~
~
~
/ 3
~
~
.’ N
Inflamacion N
~
~

Figura 3: Modulacidn periférica de la nocicepcion. Los mediadores neuroactivos liberados después
del estimulo nociceptivo producen una cascada de sefalizacion reduciendo el umbral de activacion

de la neurona por fosforilacién de los canales de sodio TTX-r, mediada por PKA y PKC.

El papel de la inflamacion neurogénica en la sensibilizacion periférica después de
una lesion tisular se manifiesta como enrojecimiento alrededor del sitio de la lesion,

edema tisular local y sensibilizacion a estimulos nocivos; se debe principalmente a



la liberacion de sustancia P de los axones colaterales de las neuronas aferentes
primarias (Abd-Elsayed & Deer T.R., 2019).

4.2.1.3.2 Modulacion central
La modulacion en la meédula espinal es el resultado de la accion de
neurotransmisores en el asta dorsal o de los reflejos espinales, que transmiten los

impulsos eferentes de vuelta al campo nociceptivo periférico.

El trauma tisular puede alterar el umbral de excitacion, asi como la magnitud de la
generacion de potenciales de accidn en los nociceptores periféricos o centrales.
Esta transmision aferente potenciada al asta dorsal de la médula espinal puede
inducir a la hipersensibilizacion central o "Wind-up"; estos cambios en la
neuroquimica, resultado de la estimulacion repetitiva, la inhibicibn de las
interneuronas y el reclutamiento de astrocitos y células microgliales, desempefian

un papel importante en la sensibilizacion central (Abd-Elsayed & Deer T.R., 2019).

Dentro de los neurotransmisores que participan en la modulacién central se
encuentra el glutamato que se une a receptores NMDA, AMPA y mGIuR; cuando
existe aumento de glutamato el receptor NMDA deja de ser blogqueado por el ion
magnesio (Mg?*) y, por lo tanto, incrementa el flujo de calcio (Ca?*) intracelular,
dando como resultado la activacion de enzimas (ciclooxigenasas y lipoxigenasas) y
cinasas (PKA y PKC). Las neuronas postsinapticas del asta dorsal pueden modular
su propia actividad asi como la de la neurona presinaptica mediante la liberacion de
PGE2 y oxido nitrico (NO), respectivamente (Figura 4) (Costigan & Woolf, 2000).
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Figura 4. Modulacién central del dolor. Sinapsis entre la neurona presinaptica y la neurona
postsinaptica del asta dorsal, liberacion de glutamato que da como resultado el inicio de la cascada

de sefializaciones, iniciando la sensibilizacién central.

4.2.1.3.2.1 Inhibicién
La transmision de la nocicepcion en la médula espinal puede inhibirse por la
actividad segmentaria en la médula espinal o por la actividad neural descendente de
los sitios supraespinales (Abd-Elsayed & Deer T.R., 2019).
i.  Inhibicibn segmentaria
a. La activacion de los mecanorreceptores AR de gran diametro y bajo
umbral inhibe la respuesta de las células del asta dorsal a los estimulos
nociceptivos. La glicina y el GABA juegan un papel importante en la
inhibiciobn segmentaria y su antagonismo da como resultado una
poderosa facilitacion de las neuronas WDR, que pueden producir alodinia
e hipersensibilidad.
ii.  Inhibicién supraespinal
b. Las estructuras supraespinales que envian fibras por la médula espinal

para inhibir el dolor en el asta dorsal incluyen la sustancia gris central, la
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formacion reticular y el nacleo magno del rafe (NRM). Los axones de
estos tractos actlan presinapticamente sobre neuronas aferentes
primarias y postsinapticamente sobre neuronas de segundo orden; estas
vias median su accion antinociceptiva a través de los mecanismos de los

receptores adrenérgicos az, serotoninérgicos y opiaceos (M, 6 y K).

4.2.1.4 Percepcion

Este proceso requiere nocicepcion y percepcion con una respuesta emocional
asociada; es el resultado de mdultiples mecanismos pertenecientes al Sistema
Nervioso Central que son diferentes fisioloégica y anatémicamente, incluyendo
conexiones talamocorticales y otras estructuras subcorticales como el eje
hipotalamo-hipdfisis, la amigdala, los ganglios basales y el tronco del encéfalo; asi
como del Sistema Nervioso Periférico, dando como resultado la inhibiciébn o la
facilitacion del estimulo y la respuesta nociceptiva (Abd-Elsayed & Deer T.R., 2019;
Wen, et al., 2020).

4.2.2 Clasificacion del dolor

El dolor ha sido clasificado de acuerdo con diferentes aspectos, para facilitar su
estudio, por ejemplo, de acuerdo con su etiologia, temporalidad (agudo, crénico y
episadico), intensidad y la clasificacion fisiopatoldgica, siendo segun la Organizacion
Mundial de la Salud las mas utilizadas (Orr, et al., 2017). Dentro de las
clasificaciones, se encuentra la de Woolf (2010) la cual clasifica al dolor de acuerdo
con los mecanismos que lo generen, describiendo tres tipos: nociceptivo,

inflamatorio y patolégico.

4.2.2.1 Dolor nociceptivo

Es un tipo de dolor de umbral alto que Unicamente se activa en presencia de
estimulos intensos; es un sistema de alerta temprana para detectar y minimizar el
contacto con los estimulos nocivos. La informacion del estimulo intenso se transmite
desde la periferia hasta el talamo y la corteza cerebral, donde la sensacion de dolor
es percibida. Cuando el dolor nociceptivo se activa, el sistema anula la mayoria de

las demas funciones neuronales (Woolf, 2010).
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4.2.2.2 Dolor inflamatorio

Este dolor es causado por la activacion del sistema inmunolégico y la liberaciéon de
mediadores inflamatorios (metabolitos del acido araquidoénico, histamina, citocinas,
entre otros), a causa de una lesion o infeccion tisular, ayudando a crear un estado
en donde se evite el contacto fisico o movimiento de la zona afectada hasta que se
repare el dafo tisular, finalice el proceso inflamatorio y desaparezca el dolor; este
dolor también es adaptativo y protector (Woolf, 2010).

4.2.2.3 Dolor patolégico

Es resultante del funcionamiento anormal del sistema nervioso, es decir, es un
estado patologico del sistema nervioso, que puede ocurrir después de algun dafio
en el sistema nervioso, asi como en condiciones donde no hay dolor inflamatorio; el
dolor patolégico es en la mayoria de los casos, la amplificacion de sefales

sensoriales en el SNC y es un dolor de umbral bajo (Woolf, 2010).

4.3 Tratamientos farmacoldgicos

El tratamiento farmacoldgico para el dolor es complejo ya que se deben considerar
las caracteristicas del farmaco y del paciente; a pesar de la frecuencia y severidad
del dolor, las opciones de tratamiento farmacol6gico no son satisfactorias. Los
farmacos considerados para el tratamiento del dolor se dividen en 4 categorias
principales: analgésicos débiles, antiinflamatorios no esteroideos (AINE), opioides y
farmacos adyuvantes. Estos farmacos se pueden combinar para potenciar su

eficacia. (Varrassi, et al., 2019)

4.3.1 Analgésicos débiles

Dentro de los analgésicos débiles, el mas utilizado es el paracetamol, a pesar de
varios afios de investigacion, aun se desconoce el mecanismo de accion; se sabe y
propone que es multidireccional, pero es necesario mas investigacion para aclararlo
a fondo. En muchas guias el paracetamol, todavia es considerado como el
analgésico de primera eleccion y suele ser el farmaco de preferencia para el
tratamiento a largo plazo, esto se debe a su perfil de seguridad favorable,
principalmente en el tracto gastrointestinal y su bajo costo (Przybyta, Szychowsk &
Gminski, 2020; Varrassi, et al., 2019).
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4.3.2 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Los AINE representan una opcion farmacologica importante en el tratamiento del
dolor inflamatorio; en esta categoria se encuentran el ibuprofeno, diclofenaco y
ketoprofeno, entre otros. No todos los AINE tienen el mismo perfil farmacocinético ni
espectro de eficacia contra diferentes tipos de dolor, sin embargo, todas las
acciones estan mediadas por el mismo mecanismo de accion: bloquean la
produccion de prostaglandinas (PG) inhibiendo ambas formas de ciclooxigenasa
(COX-1 y COX-2). Estos farmacos se deben elegir de acuerdo con las
caracteristicas de cada paciente, tomando en cuenta comorbilidades y factores de
riesgo (Varrassi, et al., 2019; Sarzi-Puttini, et al., 2013).

Se han descrito diversos efectos adversos en el tratamiento con antiinflamatorios no
esteroideos. Los AINE especificos de COX-2 son mas seguros para el tracto
gastrointestinal, sin embargo, recientemente se ha observado el riesgo de
enfermedad trombdtica cardiovascular; los AINE que inhiben la COX-1 que resulta
en la supresion de prostaglandinas son los responsables principales del dafio
gastrico (Mizushima, 2008; Iwakiri, 2007)

Acido araquiddnico

Dafio a la membrana ‘0\\9 Y\U /U U
celular / \

COX-1 /\ COX-2
“’ “*3 J + AINE )I(
a &‘ Prostaglandinas Prostaglandinas
protectoras proinflamatorias
Proteccion Dolor,
gastrointestinal y inflamacién y
renal fiebre

Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo de accién de los antiinflamatorios no

esteroideos.
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4.3.3 Opioides

Los opioides se han considerado como los analgésicos mas eficaces para el dolor
por cancer, sin embargo, no hay evidencia convincente para el dolor crénico no
relacionado con el cancer, a pesar de que la prescripcion de estos farmacos se ha
vuelto frecuente en Estados Unidos, Canada y Australia. Los opioides pueden
ejercer su accioén en diferentes pasos de la cascada inflamatoria al unirse a los

receptores opioides (Varrassi, et al., 2019).

La morfina es el tipo mas comun de farmaco opioide, sin embargo, se han
descubierto varios farmacos como: hidromorfona, oxicodona, metadona, meperidina
y fentanilo, entre otros. El efecto adverso mas comun de estos farmacos es el
estrefiimiento ya que en el tracto gastrointestinal se encuentran receptores opioides

dando como resultado el ralentizamiento de los intestinos (Fishman, 2005).

4.3.4 Farmacos adyuvantes

Dentro de estos farmacos se encuentran los farmacos antidepresivos ya que existe
una relacion entre el dolor inflamatorio, el dolor crénico y la depresién ya que los
agentes proinflamatorios parecen inducir depresion, por lo tanto, el tratamiento con
farmacos antidepresivos ejercera una amplia gama de acciones farmacoldgicas, asi
como un efecto antiinflamatorio. Los farmacos antiepilépticos son generalmente son
utilizados como adyuvantes en condiciones de dolor crénico y los corticoesteroides
son utilizados para el tratamiento de condiciones de dolor, incluyendo el dolor
inflamatorio ya que son una alternativa segura y eficaz para el tratamiento del dolor

cuando los AINE no son bien tolerados (Varrassi, et al., 2019).
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5 OBJETIVOS

5.1 General
Analizar los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto antinociceptivo del

extracto etandlico de Croton hypoleucus.

5.2 Especificos

1. Analizar la estandarizacion y aplicacion del modelo de evaluacién
antinociceptiva de formalina en ratas Wistar mediante el empleo de diferentes
dosis de diclofenaco y vehiculo.

2. Analizar los resultados obtenidos durante la evaluacion de la actividad
antinociceptiva del extracto etandlico de Croton hypoleucus mediante la prueba
de formalina a diferentes dosis.

3. Obtencién de la curva dosis respuesta y los parametros farmacodinamicos

correspondientes.

6 METODOS
Se analizaron los resultados obtenidos en ensayos anteriores comprendidos en el
periodo de octubre de 2018 a enero de 2020, de acuerdo con la siguiente

metodologia.

6.1 Obtencidn del extracto

El extracto etanolico de C. hypoleucus fue proporcionado por el Laboratorio de
Farmacia, del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma de
Hidalgo.

6.2 Animales de experimentacién

La evaluacion del extracto se realizé en rata macho de cepa Wistar, con un peso de
180 a 200 gramos, mismas que tuvieron acceso libre a agua y alimentos antes de
cada experimento. Los animales fueron facilitados por la Unidad de Produccion y
Experimentacion  Animal (UPEAL-Bioterio) de la Universidad Auténoma

Metropolitana, Unidad Xochimilco. Todos los experimentos se realizaron siguiendo
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los Lineamientos y Estdndares para la investigacion del Dolor en Animales (De
Aluja, 2002; National-Research-Council, 2010; Zimmermann, 1983). Adicionalmente,
el estudio fue sometido para su aprobacion ante el Comité Institucional para el
cuidado y uso de animales de la UPEAL-Bioterio. Cada animal fue utilizado una vez

y sacrificado en una camara de CO: al final de cada experimento.

6.3 Evaluacion de la actividad antinociceptiva

Para la evaluacion de la actividad antinociceptiva, se emple6 la prueba de la
formalina en rata (Bardin, Tarayre, Koek & Colpaert, 2001), ya que es un modelo util
para la deteccion de nuevos compuestos, debido a que abarca los mecanismos

inflamatorios, neurogénicos y centrales de la nocicepcion.

Dicha prueba se llevo a cabo en una camara de observacion individual de acrilico
transparente de 30x30x60 cm. Se colocé un espejo detras de la caja para permitir la
observacion del animal sin obstrucciones y el comportamiento de la rata se registro
en video para su posterior consulta. Treinta minutos posteriores a la administracion
del extracto, los animales conscientes recibieron una inyeccién subcutanea de
100uL de solucidon de formalina al 1% en la superficie plantar de la pata trasera
derecha con aguja de calibre 26. La formalina fue preparada a partir de una solucion
de formaldehido al 37% disponible comercialmente y diluida en solucién salina
isotonica. Los animales fueron colocados posteriormente en las camaras de

observacion individuales.

Las conductas relacionadas con el estimulo nociceptivo fueron cuantificadas
mediante la determinacion de la incidencia de sacudidas espontaneas de la pata
inyectada o el tiempo acumulado de lamidas de la para inyectada (frecuencia de
sacudidas/lamidas). Se determinaron las conductas nociceptivas cada 5 minutos,
determinando las frecuencias de dicho comportamiento. Los datos se registraron
para la fase aguda temprana (Fase 1) durante un periodo de 0 a 10 minutos
después de la inyeccion y la fase tonica tardia (Fase 2) durante un periodo que

comprende de los 10 a los 60 minutos posteriores a la inyeccion de formalina.

El tiempo de lamida y el nimero de sacudidas obtenidos en la prueba fueron

tratados por separado calculando el area bajo la curva (ABC) de las fases 1y 2 de
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la prueba. Se calculd el porcentaje de inhibicion de todas las curvas. La actividad
nociceptiva se evalu6 con el célculo del porcentaje de inhibicion con la siguiente

formula ocupando las medias de los distintos grupos:

ABCvehiculo - ABCtratamiento
AB Cvehiculo

% de inhibicion = ( ) x 100
Las observaciones se graficaron con el nimero de sacudidas y el tiempo de lamidas
en funcién del tiempo y se compararon con el control y con el farmaco de referencia

(diclofenaco).

6.4 Evaluacion estadistica

Se construyeron curvas graficando el tiempo acumulado de lamida en funcion del
tiempo, asi como el nimero de sacudidas en funcién del tiempo y se calcularon las
areas bajo la curva de cada dosis empleada. Los resultados de la evaluacién fueron
expresados como la media aritmética de los valores * error estandar de la media
(SEM), se realizé un analisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar
diferencias significativas entre los grupos, asi como la prueba complementaria de
Tukey para comparaciones mdultiples. Los resultados con una p<0.05 se

consideraron significativos.
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7 RESULTADOS

7.1 Evaluacion de la actividad antinociceptiva

En el modelo de formalina en rata, la inyeccion subcutanea de 100uL de solucién de
formalina al 1% en la superficie plantar produce una respuesta nociceptiva que se
caracteriza por la sacudida espontanea, asi como lamidas en la pata inyectada; en
este modelo, la disminucion en el nimero de sacudidas y de tiempo de lamida se

interpreta como efecto antinociceptivo.

7.1.1 Tiempo acumulado de lamidas

Al graficar el tiempo promedio acumulado de lamidas en funcion del tiempo, se
obtuvo el curso temporal de cada dosis empleada, dando como resultado la figura 6
donde se observan los resultados obtenidos del grupo control, diclofenaco (17.8,
31.6, 56.2 y 100 mg/kg) y el extracto etandlico de Croton hypoleucus (31.6, 56.2,
100, 117.8, 177.8 y 316.2 mg/kg). La administracion oral del extracto etandlico de
Croton hypoleucus a diferentes concentraciones, demostré disminucion en el tiempo
acumulado de lamidas principalmente en la fase agua y al inicio de la fase tonica,

con respecto al grupo control y a los grupos tratados con diclofenaco.

4 Control (Formalina 1%)
120 - Diclofenaco 17.8mg/kg

4 Diclofenaco 31.6 mg/kg

®- Diclofenaco 56.2 mg/kg
100 ~—Diclofenaco 100 mg/kg
®-C. hypoleucus 31.6 mg/kg
B-C. hypoleucus 56.2 mg/kg

C. hypoleucus 100 mg/kg

80

C. hypoleucus 117.8 mg/kqg
60

*

C. hypoleucus 177.8 mg/kqg

C. hypoleucus 316.2 mg/kg

%ri* ? -

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tiempo promedio de lamidas (minutos)

i

Tiempo (minutos)

Figura 6. Cursos temporales de las administraciones de los diferentes tratamientos administrados.
Control en rojo (formalina 1%), diclofenaco en azul (17.8, 31.6, 56.2 y 100 mg/kg) y el extracto
etandlico de Croton hypoleucus en verde (31.6, 56.2, 100, 117.8, 177.8 y 316.2 mg/kg). Los datos se

expresan como promedios * error estandar de ocho lecturas individuales.
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Al calcular el area bajo la curva (ABC) del curso temporal en la fase tonica tardia

(10-60 minutos), se pudo observar de manera gréfica el efecto antinociceptivo de

cada tratamiento administrado, dando como resultado la figura 7 donde se observa

gue el grupo control es el grupo con mayor ABC (2050.38 + 85.9). Los grupos
tratados con diclofenaco (17.8, 31.6, 56.2 y 100 mg/kg) mostraron una respuesta
antinociceptiva, dando como resultado la disminucion en cada grupo del ABC con
respecto al grupo control (1557.93 + 93.02, 1680.85 + 105.13, 1707.51 + 138.65,
1378.27 + 208.14, respectivamente). Los grupos tratados con el extracto etandlico
de C. hypoleucus (31.6, 56.2, 100, 117.8, 177.8 y 316.2 mg/kg) mostraron

disminucién en el area bajo la curva con respecto al grupo control (1559.21

+

166.23, 1199.35 + 182.99, 1063.98 + 197.21, 648.99 + 130.32, 746.33 * 61.64,

696.56 + 183.53, respectivamente).
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Figura 7. Area bajo la curva del curso temporal del efecto antinociceptivo en la fase Il (10-60
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minutos) de los diferentes grupos tratados, control (rojo), diclofenaco a diferentes concentraciones

(azul) y extracto etandlico de C. hypoleucus (verde). Los resultados se expresan como promedios de

un total de ocho lecturas individuales * error estandar de la media; *p=0.008, **p=0.001, ***p<0.001,

con respecto al grupo control (ANOVA de una via, seguido por una prueba de Tukey).
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Con los resultados obtenidos del area bajo la curva del tiempo promedio de lamidas,
se calculé el porcentaje de inhibicidn, siguiendo la formula mencionada en el punto
6.3, dando como resultado la figura 8, en la cual, se observa que los grupos tratados
con diclofenaco y con el extracto etandlico de C. hypoleucus presentaron actividad
antinociceptiva en la fase tonica tardia. Los resultados obtenidos demuestran la
actividad antinociceptiva del extracto etandlico de C. hypoleucus, teniendo un efecto
minimo a la dosis de 31.6 mg/kg (23.95 £ 6.87%) y un efecto maximo a la dosis de

117.8 mg/kg (68.35 + 6.36%), con respecto al grupo control.

80

70 [ Control I [
S [ -
S [0 Diclofenaco I
5
G O C. hypoleucus
2 50
=
|
$ 40 N 1 \
o
5
c 30
1 b
<)
= 20 | | ] l

10 J

O T

17.8 316 56.2 100 316 56.2 100 117.8 177.8 316.2

Dosis administradas (mg/kg)

Figura 8. Efecto antinociceptivo en la Fase Il, expresado como porcentaje de inhibicion de los
diferentes grupos, tratados con respecto al grupo control (formalina al 1%). Los resultados se
expresan como promedios de un total de ocho lecturas individuales + error estandar de la media.

7.1.2 Incidencia de sacudidas espontaneas

Al graficar el niumero de sacudidas espontaneas en funcion del tiempo, se obtuvo el
curso temporal de cada dosis empleada, dando como resultado la figura 9 donde se
observan los resultados obtenidos del grupo control, diclofenaco (17.8, 31.6, 56.2 y
100 mg/kg) y el extracto etandlico de Croton hypoleucus (31.6, 56.2, 100, 117.8,
177.8 y 316.2 mg/kg). La administracion oral del extracto etandlico de Croton
hypoleucus a diferentes concentraciones, demostré disminucion en el nimero de
sacudidas con respecto al grupo control, similar a las observadas en los grupos

tratados con diferentes concentraciones de diclofenaco.
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Figura 9. Cursos temporales de las administraciones de los diferentes tratamientos administrados.
Control en rojo (formalina 1%), diclofenaco en azul (17.8, 31.6, 56.2 y 100 mg/kg) y el extracto
etandlico de Croton hypoleucus en verde (31.6, 56.2, 100, 117.8, 177.8 y 316.2 mg/kg). Los datos se

expresan como promedios * error estadndar de ocho lecturas individuales.

Al calcular el area bajo la curva (ABC) del curso temporal en la fase tonica tardia
(10-60 minutos), se pudo observar de manera mas clara el efecto antinociceptivo de
cada tratamiento administrado, dando como resultado la figura 10 donde se observa
gue el grupo control es el grupo con mayor ABC (2593.44 + 322.89). Los grupos
tratados con diclofenaco (17.8, 31.6, 56.2 y 100 mg/kg) mostraron una respuesta
antinociceptiva, dando como resultado la disminucién en cada grupo del ABC con
respecto al grupo control (1489.06 + 524.61, 1647.19 + 259.38, 905.94 + 108.66,
489.13 £ 138.12, respectivamente). Los grupos tratados con el extracto etandlico de
C. hypoleucus (31.6, 56.2, 100, 117.8, 177.8 y 316.2 mg/kg) también mostraron
disminucién en el area bajo la curva con respecto al grupo control (1444.06 +
133.88, 1099.69 + 520.43, 819.69 + 39.66, 431.56 + 185.78, 846.25 + 123.28,
309.06 + 47.28, respectivamente).
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Figura 10. Area bajo la curva del curso temporal del efecto antinociceptivo en la fase Il (10-60
minutos) de los diferentes grupos tratados, control (rojo), diclofenaco a diferentes concentraciones
(azul) y extracto etandlico de C. hypoleucus (verde). Los resultados se expresan como promedios de
un total de ocho lecturas individuales * error estdndar de la media; *p<0.05, con respecto al grupo
control (ANOVA de una via, seguido por una prueba de Tukey).

Con los resultados obtenidos del area bajo la curva del curso temporal del nimero
promedio de sacudidas, se calcul6 el porcentaje de inhibicidén, siguiendo la féormula
mencionada en el punto 6.3, dando como resultado la figura 11, en la cual, se
observa que los grupos tratados con diclofenaco y con el extracto etandlico de C.
hypoleucus si presentaron actividad antinociceptiva en la fase tonica tardia. Los
resultados obtenidos demuestran la actividad antinociceptiva del extracto etandlico
de C. hypoleucus, teniendo un efecto minimo a la dosis de 31.6 mg/kg (44.32 +
5.80%) y un efecto maximo a la dosis de 316.2 mg/kg (88.08 £ 5.84%), con respecto

al grupo control.
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Figura 11. Efecto antinociceptivo en la Fase I, expresado como porcentaje de inhibicion de los
diferentes grupos tratados, con respecto al grupo control (formalina al 1%). Los resultados se
expresan como promedios de un total de ocho lecturas individuales * error estandar de la media.

7.2 Evaluacién estadistica

En la tabla 2 se resumen los datos obtenidos de la evaluacidon estadistica de los

resultados de la fase tdnica tardia (10-60 minutos) en la prueba de formalina en

ratas. Se observa que, en el criterio de tiempo acumulado de lamidas, todos los

grupos tratados con el extracto etandlico de C. hypoleucus, a excepcion de la dosis

de 31.6 mg/kg, poseen actividad nociceptiva estadisticamente significativa (p < 0.05)
con respecto al grupo control, principalmente las dosis de 117.8, 177.8 y 316.2

mg/kg (p < 0.001). En cuanto al criterio de niumero de sacudidas, se observa que,

los grupos tratados con el extracto etandlico de C. hypoleucus en dosis de 117.8 y

316.2 mg/kg y el grupo tratado con diclofenaco a dosis de 100 mg/kg, poseen

actividad nociceptiva estadisticamente significativa (p < 0.05) con respecto al grupo

control.
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Tabla 2. Evaluacién estadistica de los resultados obtenidos en la fase tonica tardia de la prueba de

formalina en ratas.

Tiempo acumulado de lamidas

Incidencia de sacudidas

Dosis

Significancia

Significancia

Tratamiento ABC? ABC?
(mg/kg) ) P)
° 17.8 1557.93 + 93.02 0.492 1489.06 + 524.61
§ 31.6 1680.85 + 105.13 0.855 1647.19 + 259.38
§ 56.2 1707.51 + 138.65 0.907 905.94 + 108.66
a 100 1378.27 + 208.14 0.094 498.13 + 138.12 <0.05*
31.6 1559.27 + 166.23 0.497 1444.06 + 133.88
» 56.2 1199.35 + 182.99 0.008* 1099.69 + 520.43
% 100 1063.98 + 197.21 0.001* 819.69 * 39.66
§ 117.8 648.99 + 130.32 <0.001* 431.56 + 185.78 <0.05*
S 177.8 746.33 + 61.64 <0.001* 846.25 + 123.28
316.2 696.56 + 183.53 <0.001* 309.06 £ 47.28 <0.05*

a Area bajo la curva del curso temporal de la Fase Il de la prueba de formalina (10-60 minutos) + el
error estdndar de la media.
* p es estadisticamente significativa con un nivel de confianza del 95% con respecto al grupo control.
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8 DISCUSION

El género Croton perteneciente a la familia de las Euphorbiaceae, comprende cerca
de 1300 especies distribuidas en regiones tropicales y subtropicales; las plantas
pertenecientes a este género son conocidas por producir furanoditerpenoides (un
grupo de diterpenoides que contienen en su estructura uno o mas anillos de furano)
a los cuales se les atribuyen actividades bioldégicas como antiinflamatorio,
antinociceptivo, antiviral, antimicrobiano, entre otras (Velazquez-Jiménez et al.,
2018). El presente trabajo demuestra la actividad antinociceptiva del extracto

etandlico de Croton hypoleucus.

La prueba de formalina ha sido utilizada ampliamente para la evaluacion de las
respuestas relacionadas con el dolor, siendo las ratas y ratones, los modelos
animales mas utilizados. La inyeccion subcutdnea de formalina en la pata trasera
provoca comportamientos de estremecimiento espontaneos que son relacionados
con el dolor. Las respuestas consisten en una fase aguda (Fase |) la cual es de
corta duracion y se cree que refleja la actividad de los nociceptores aferentes de la
fibora C. La fase tardia (Fase IlI) se cree que es el resultado de la sensibilizacion
central de las neuronas del asta dorsal como resultado de la entrada de los
estimulos nociceptivos de la fibra C durante la fase aguda (Gong, et al., 2014)

Como farmaco de referencia se utilizd diclofenaco ya que tiene propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas, y se ha demostrado que es eficaz en el
tratamiento del dolor agudo y crénico. Al ser un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo (AINE), ejerce su accién mediante la inhibicibn de la sintesis de
prostaglandinas al inhibir la ciclooxigenasa-1 (COX-1) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2)
(Gan, 2010). De acuerdo con los resultados obtenidos, el diclofenaco, a diferentes
dosis (17.8, 31.6, 56.2 y 100 mg/kg) demostré tener actividad antinociceptiva en la
Fase Il, sin embargo, Unicamente la dosis mas alta presenté diferencia significativa

con respecto al grupo control.
Los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto antinociceptivo del extracto
etanodlico de Croton hypoleucus a diferentes dosis (31.6, 56.2, 100, 117.8, 177.8 y

316.2 mg/kg) mostré disminucion en el tiempo de lamida en la Fase I, alcanzando la
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inhibicibn méaxima a la dosis de 117.8 mg/kg (68.35 + 6.36%), asi como disminucion
en el numero de sacudidas en la Fase Il, alcanzando el efecto maximo a la dosis de
316.2 mg/kg (88.08 + 5.84%), con respecto al grupo control. De acuerdo con los
resultados, las dosis de 117.8, 177.8 y 316.8 mostraron tener un mayor porcentaje
de inhibicion y, tomando en cuenta los resultados mostrados en la tabla 2, se puede
observar que son significativamente diferentes con respecto al grupo control, por lo
tanto, se confirma el efecto antinociceptivo del extracto etandlico de C. hypoleucus y

se corrobora la eficacia de su uso en la medicina tradicional.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se propone que la actvidad
antinociceptiva de C. hypoleucus sea a nivel periférico ya que presenta resultados

satisfactorios en la Fase Il de la prueba de formalina en rata.

9 CONCLUSION

El tratamiento farmacoldgico para el dolor es complejo ya que se deben considerar
las caracteristicas del farmaco y del paciente; a pesar de la frecuencia y severidad
del dolor, las opciones de tratamiento farmacolégico no son satisfactorias, por lo
tanto, la busqueda de nuevas alternativas para terapias contra el dolor, basadas en

la medicina tradicional ha sido de gran interés.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el extracto etandlico
de Croton hypoleucus en el modelo de formalina en rata, demuestra propiedades
antinociceptivas a nivel periférico, lo que proporciona un sustento cientifico para su

uso en la medicina tradicional para el alivio del dolor.
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